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DESCRIPTION 

La presente invention conceme un nouveau procede d ? amplification d'au moins 
une sequence nucleotidique particuliere d'un acide nucleique de synthese ou naturel 
5 contenu dans un melange reactionnel. Elle conceme egalement des amorces permettant 
une telle amplification. 

L etat de la technique decrit des methodes permettant d amplifier des sequences 
nucleotidiques utilisant des amorces specifiques de ces sequences a amplifier. Ainsi on 
pent amplifier un gene ou une famille de genes au sein d'une preparation d'acides 
10 nucleiques. De nombreuses techniques utilisent des oligonucleotides complementaires 
de la sequence cible servant d 'amorces pour I 'elongation par une polymerase. 

Pour I 'amplification des ADN, il existe la PCR (Polymerase Chain Reaction), 
telle que decrite dans les brevets US-A-4.683J95, US-A-4,683,202 et US-A-4,800,159, 
la LCR (Ligase Chain Reaction), exposee par exemple dans la demande de brevet EP- 
15 A-0.20 1.184, ou la RCR (Repair Chain Reaction), decrite dans la demande de brevet 
WO-A-90/01069. 

Pour I 'amplification des ARN. plusieurs techniques ont aussi ete decrites dans 
differents documents. Ces techniques sont les suivantes : 

- 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec la demande de brevet IVO-A- 
20 90/06995. 

- NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) avec la demande de brevet WO- 
A-91/02818, 

- SPSR (Single Primer Sequence Replication) avec le brevet US-A-5J94J70, et 

- TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US-A-5, 399,491. 

25 Cependant, ces techniques imposent un choix rigoureux des amorces 

d'amplification. En effet, des amorces peu specifiques de la sequence d'interet vont 
permettre f amplification de nombreuses sequences apparentees sur lesquelles elles se 
seront fixees. L'amplicon correspondant a la sequence d'interet se retrouvera done dilue 
dans un melange d'amplicons, ce qui ne facilitera pas l 1 utilisation de ce produit 

30 d'amplification. Dans ces conditions, s' impose alors le choix rigoureux d'une region de 



la sequence nucleotidique qui soit suffisamment specifique pour permettre de produire 
une amorce complementaire tout aussi specifique. Toutefois, d'autres problemes 
peuvent apparaitre lors du choix de la sequence a utiliser pour T hybridation de 
F amorce. En effet. il arrive que la region reellement specifique soit unique et se trouve 
a Pinterieur de la sequence d'interet. Le choix d'hybrider une amorce au niveau dune 
telle region implique de n'obtenir qu'une fraction plus ou rnoins importante de ladite 
sequence d'interet. On a done une perte d* information. De plus, Tobtention d'une 
amorce specifique de la sequence nucleotidique d'interet apporte un surcroit important 
de difficulte et de travail. 

Avec la presente invention, on s'affranchit des risques d'obtention de produits 
d' amplification tronques et des difficultes a obtenir des amorces specifiques de la 
sequence nucleotidique a amplifier, puisqu'il est possible d' amplifier specifiquement la 
sequence nucleotidique d'interet dans des conditions d'hybridation classiques. 

Pour ce faire, on utilise deux types d'amorces complementaires, d'une part, un 
type d' amorces qui s'hybride indifferemment sur toutes les sequences nucleotidiques 
apparentees et, d'autre part, un type d'amorces ou chaque amorce s'hybride sur une 
seule de ces sequences apparentees. Les premieres, qui sont non-specifiques, vont servir 
d'amorces pour ^elongation, les secondes, specifiques de sequences nucleotidiques 
apparentees a la sequence d'interet, vont servir d'amorces de blocage de l'elongation de 
certaines de ces sequences nucleotidiques apparentees. 

Dans le cas oil on utilise un melange d'amorces non specifiques et specifiques, 
selon le choix du type de sequences specifiques utilisees, on peut empecher Telongation 
de certaines sequences non specifiques. II est alors possible de selectionner les 
amplicons que Ton obtient. 

Ainsi, on peut bloquer V amplification de certaines sequences apparentees que 
Ton ne souhaite pas amplifier, par l'intermediaire d'un ajout de sequences 
complementaires, specifiques de ces sequences apparentees, sequences 
complementaires specifiques qui font office d'amorces de blocage. Ainsi on isole la ou 



les sequences cTinteret qui va ou vont etre amplifiees selectivement. On obtient done un 
seul amplicon pour chaque sequence d'interet pour laquelle aucune amorce de blocage 
n'a ete ajoutee. 

A cet effet. la presente invention concerne un procede d'arnplification d'au 
rnoins une sequence nucleotidique particuliere d'un acide nucleique de synthese ou 
naturel contenu dans un melange reactionnel, le melange reactionnel etant constitue 
d'au moins un acide nucleique comportant au moins deux sequences nucleotidiques 
apparentees et/ou d'au moins deux acides nucleiques comportant chacun au moins une 
sequence nucleotidique apparentee : le procede utilisant au moins un type d'amorces 
d'amplification capables de s'hybrider avec P acide nucleique pour permettre 
P amplification des sequences nucleotidiques apparentees, caracterise en ce qu'il 
consiste a ajouter, dans le melange reactionnel, au moins une sequence, faisant office 
d 1 amorce de blocage, qui est capable : 

- de s'hybrider a au moins une sequence nucleotidique, qui n'est pas la ou les sequences 
nucleotidiques particulieres a amplifier, et 

- d'empecher a son niveau Telongation de l'amorce d'amplification. 

Preferentiellement, la ou les amorces de blocage sont capables de s'hybrider a la 
ou a toutes les sequences nucleotidiques, qui ne sont pas la ou les sequences 
nucleotidiques particulieres a amplifier. 

Premierement, dans le cas d'une amorce de blocage utilisee dans un procede 
d'amplification, tel que decrit ci-dessus, chaque amorce de blocage est un 
oligonucleotide a base de desoxyribonucleotides et/ou de ribonucleotides et/ou de 
nucleotides modifies, tels que des PNA ou des nucleotides thiophosphates. 

Deuxiemement, dans le cas d'une amorce de blocage utilisee dans un procede 
d' amplification, tel que decrit ci-dessus, chaque amorce de blocage comporte au moins 
un element qui empeche Tamplification. 

Ainsi, V element, qui empeche Tamplification, est situe a Textremite 3' de 
Tamorce de blocage et ne permet pas son elongation. 

De plus, un autre element, qui empeche Tamplification, est situe a Textremite 5' 
de P amorce de blocage et fait office d'element protecteur. 
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Chaque element, qui empeche ['amplification, est constitue : 
- soit par un nucleotide ou nucleotide modifie ou par un oligonucleotide comportant ou 
non au moins un nucleotide modifie ; le nucleotide, le nucleotide modifie ou 
['oligonucleotide ne s'hybride pas sur Tacide nucleique. 

5 - soit par une molecule, differente d 7 un nucleotide ou d'un nucleotide modifie. 

Dans ce cas. l'element est constitue par au moins cinq, notamment au moins dix 
et preferentiellement au moins quinze nucleotides, nucleotides modifies ou un melange 
de nucleotide(s) et de nucleotide(s) modifie(s). 

Selon un premier mode de realisation et dans le cas ou l'element est constitue 

10 par un nucleotide ou nucleotide modifie ou par un oligonucleotide comportant ou non 
au moins un nucleotide modifie ; le nucleotide, le nucleotide modifie ou 
["oligonucleotide ne s'hybride pas sur Tacide nucleique, l'element est suffisamment 
long pour permettre la formation d'une boucle et d'une hybridation entre les 
nucleotides et/ou les nucleotides modifies, qui constituent cette boucle 

15 Selon un second mode de realisation et dans le cas ou l'element est constitue par 

un nucleotide ou nucleotide modifie ou par un oligonucleotide comportant ou non au 
moins un nucleotide modifie ; le nucleotide, le nucleotide modifie ou 1'oligonucleotide 
ne s'hybride pas sur Tacide nucleique, l'element est constitue d'une "queue" de 
polynucleotides et/ou de polynucleotides modifies, qui comporte tous les memes bases. 

20 Dans le cas d'une amorce de blocage utilisee dans un procede d' amplification 

comportant un element qui ne permet pas Telongation, Telement est substitue a Tatome 
d'hydrogene du groupement hydroxyle ou au groupement hydroxyle, place en position 
3' du ribose, lui-meme situe a Textremite 3' de Tacide nucleique. 

Dans le cas d'une amorce de blocage utilisee dans un procede d' amplification 

25 comportant, en plus, un element protecteur, T element est : 

- substitue au phosphate place en position 5' du ribose, lui-meme situe a Textremite 5' 
de Tacide nucleique, ou 

- greffe sur le phosphate, place en position 5' du ribose, lui-meme situe a Textremite 5' 
de Tacide nucleique. 
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Les figures ci-jointes sont donnees a titre d'exemple explicatif et rf ont aucun 
caractere limitatif. 

La figure 1 represente une vue schematique de principe dune amplification 
d'un brin d'acide nucleique et de son brin complementaire par l'intermediaire de deux 
amorces, dans ce cas qui est le plus simple, il y a une amorce par brin. 

La figure 2 represente une vue schematique de principe d'une amplification 
selon la figure 1 mais utilisant la technique exposee par la presente invention. 

La figure 3 represente les differentes substitutions qui peuvent etre realisees sur 
les nucleotides de V amorce de blocage ou : 

- Rl est un element qui se trouve a Textremite 3' de I'amorce bloquante et qui empeche 
toute elongation lors de V amplification, 

- R2 est un element qui peut se trouver sur au moins une des positions 2' du ribose d'un 
nucleotide de I'amorce bloquante et qui renforce la stabilite du duplex amorce 
bloquante - acide nucleique, et 

- R3 est un element qui se trouve a l'extremite 5' de F amorce bloquante et qui fait 
office d' element protecteur. 

La figure 4 represente le positionnement de I'element Rl a Pextremite 3' de 
I'amorce de blocage lorsque ladite amorce est hybridee a Tacide nucleique. 

La figure 5 represente le positionnement de I'element R3 a Fextremite 5' de 
I'amorce de blocage lorsque ladite amorce est hybridee a Tacide nucleique. 

La figure 6 represente le duplex amorce de blocage - acide nucleique ou X 
represente un nucleotide de I'amorce de blocage comportant I'element R2 qui renforce 
la stabilite du duplex, en position sur le ribose de ce nucleotide. 

La figure 7 represente differentes structures qui, par ajout en position 3' de 
I'amorce bloquante. empeche toute elongation lors de Tamplification. 

La figure 8 represente differentes structures qui, par ajout en position 5' de 
I'amorce bloquante. en complement des modifications en position 3', telles que 
representees a la figure 3, font office d'element protecteur en empechant la degradation 
ou rejection de I'amorce de blocage lors de 1' amplification. 



La figure 9 represente relectrophoregramme eorrespondant au resultat de la 
reaction de sequence d'un echantillon d'ADN d'une lignee lymphoblastoide HLA- 
DRB1*1301 et HLA-DRB3*01, observe pour la region codant pour les acides amines 
56 a 65 (selon la nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB sans utilisation 
d'amorce bloquante. 

La figure 10 represente relectrophoregramme eorrespondant au resultat de la 
reaction de sequence d'un echantillon d'ADN d'une lignee lymphoblastoide HLA- 
DRB1M301 et HLA-DRB3*01, observe pour la region codant pour les acides amines 
56 a 65 (selon la nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB avec utilisation 
d'un oligonucleotide 5 '-phosphate / 3 , -C 6 -NH 2 inhibant f amplification du gene HLA- 
DRB3. 

La figure 1 1 represente relectrophoregramme eorrespondant au resultat de la 
reaction de sequence d fc un echantillon d'ADN d'une lignee lymphoblastoide HLA- 
DRB 1*0901 et HLA-DRB4*01, observe pour la region codant pour les acides amines 
29 a 47 (selon la nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB sans utilisation 
d' amorce bloquante. 

La figure 12 represente relectrophoregramme coirespondant au resultat de la 
reaction de sequence d fc un echantillon d'ADN d'une lignee lymphoblastoide HLA- 
DRB 1*0901 et HLA-DRB4*01, observe pour la region codant pour les acides amines 
29 a 47 (selon la nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB avec utilisation 
d'un oligonucleotide 5'-acridine / 3 '-H inhibant famplification du gene HLA-DRB4. 

La figure 13 represente une vue schematique de principe d'une amplification 
selective d'un gene dans une famille de genes apparentes localise sur un meme 
chromosome. 

La presente invention concerne done, entre autre, T utilisation tfamorces 
oligonucleotidiques modifiees en leurs extremites, pour ramplification selective de 
genes. 
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L ! invention concerne egalernent une methode utilisant des amorces 
oligonucleotidiques modifiees, pour 1'amplification selective de certains genes presents 
dans un ensemble de genes apparentes. 

5 L'analyse de genes d'interet est facilitee par 1'utilisation de techniques 

d'amplification genique. qui permettent de preparer a panir d'un echantillon biologique. 
des quantites de materiel specifique aisement analysable avec les techniques classiques 
de biologie moieculaire. Ainsi, Temploi d'amorces oligonucleotidiques, bornant une 
region genique. conduit a 1'obtention d'un melange de molecules nucleotidiques 

10 considerablement enrichi en la molecule d'interet, qui devient alors facilement 
detectable par des techniques d'analyse electrophoretique ou des techniques 
d'hybridation moieculaire. L'efficacite de cette approche reside dans Tutilisation 
d'amorces oligonucleotidiques specifiques des regions geniques a analyser. Ces 
amorces doivent done etre des sequences oligonucleotidiques capables de s*hybrider 

15 selectivement avec les sequences nucleiques d'interet, presentes dans Techantillon. 

L'analyse de genes membres de families de genes structurellement proches, peut 
cependant etre parfois delicate. La recherche de regions nucleotidiques uniques pour un 
gene donne permet d'atteindre la specificite recherchee, mais cette approche peut 
20 parfois s'averer etre difficile voire impossible. 

La presente invention consiste done a combiner Tutilisation d'amorces 
oligonucleotidiques specifiques pour 1'amplification d'un ensemble limite de genes 
structurellement proches, et d'amorces oligonucleotidiques modifiees capables de 
25 bloquer specifiquement les genes indesirables. En fait, a chaque type de ces amorces 
modifies correspond un seul type de gene indesirable. 

Cette strategic permet de simplifier Tanalyse de genes en melange, par 
determination de leur sequence nucleotidique (par sequen^age en gel par exemple ou 
par sequen?age par hybridation multiple - DNA Chip -) ou par l'analyse de mutations. 
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L" invention revendique I'utilisation de melanges d'amorces nucleotidiques 
permettant 1'amplification effective de regions nucleiques correspondantes. et d'amorces 
nucleotidiques bloquantes, chevauchantes ou situees en aval (par rapport a l'amorce 
nucleotidique permettant 1'amplification), constitutes d'oligonucleotides ne pouvant 
5 servir de sequences initiatrices pour Telongation et done pour I'amplification des 
sequences en aval. 

Ainsi, pour un gene ou un allele indesirable, l'amorce non bloquante et l'amorce 
bloquante s'hybrident sur le meme brin pour une polarite d'amorce donnee (amorces 5' 

10 en amont. ou amorces 3' en aval de la region a analyser). L'amorce non bloquante, si 
elle parvient a s'hybrider sur le brin a amplifier, ne peut generer des amplicons au-dela 
de la region correspondant au site d'hybridation de l'amorce bloquante, rendant 
inefficace l'amplification correspondant a l'amorce non bloquante. Ce principe, illustre 
sur les figures 1, 2 et 13, concerne le fonctionnement des amorces bloquantes et des 

15 amorces non bloquantes. 

Selon la figure 1, on realise une amplification avec amorces non bloquantes PI 
et P2. De maniere tout a fait classique, Fextension des amorces PI et P2 s'opere et de 
multiples amplicons A sont obtenus. 

Selon la figure 2, on reprend exactement la figure 1, puisqu'il s'agit d'une 

20 amplification avec amorces non bloquantes PI et P2. Neanmoins sur le brin 
complementaire et en aval de la progression de V elongation de Famorce PI, on ajoute 
une sequence, faisant office d'amorce de blocage Plb, qui est capable de s'hybrider sur 
le brin complementaire, et d'empecher F amplification a son niveau. Dans ce cas de 
figure, il n*y aura aucun amplicon produit. 

25 Selon la figure 13, on reprend exactement les figures 1 et 2 puisqu'il s'agit 

d'une amplification selective du gene G 2 par blocage des genes apparentes Gl et G3 
par des amorces bloquantes specifiques et des amorces d' amplification non specifiques. 

L' invention revendique I'utilisation d'amorces de blocage comprenant des 
30 nucleotides modifies. Ce principe est illustre sur les figures 3 a 6. 



Selon la figure 3, le nucleotide peut etre modifie sur les positions 2 1 ou 3 1 du 
ribose. au niveau de Textremite 3* de ('oligonucleotide et sur la position 5"du ribose au 
niveau de Textremite 5' dudit oligonucleotide. 

Selon la figure 4, le groupement Rl substitue, en position 3* du ribose. 
I'hydroxyle et perrnet d'empecher Pelongation de Textrernite 3' de Tamorce par la 
polymerase, lorsque le duplex acide nucleique - amorce bloquante est forme. 

Selon la figure 5, le groupement R3 substitue, en position 5* du ribose, le 
phosphate et perrnet de proteger Tamorce bloquante d'une degradation de Textremite 5* 
et/ou d'un deplacement de Tamorce bloquante, lors de Telongation de Tamorce 
d' amplification. 

Selon la figure 6, le duplex acide nucleique - amorce bloquante peut etre 
renforce par substitution de I'hydroxyle ou de Thydrogene en position 2' du ribose, 
cette substitution pouvant se faire sur plusieurs nucleotides de I'amorce bloquante. Le 
groupement R2 peut etre, par exemple, un radical 2' O-methyle, qui stabilise les duplex 
ADN - ARN, en creant une interaction de type hydrophobe. 

La strategic revendiquee trouve de multiples applications chaque fois qu'un 
melange de sequences apparentees est a analyser : genetique humaine ou animale, 
analyses d'agents infectieux (virus, bacteries, parasites,...) 

A titre d'exemple, des applications dans le domaine du typage HLA (pour 
Human Leukocyte Antigens) sont decrites ci-apres. 

Ainsi, le complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) comprend un ensemble 
de genes situes sur le chromosome 6 chez Thomme, impliques dans la regulation de la 
reponse immunitaire (Bodmer et al. Nomenclature for factors of the HLA system, 1996 y 
Tissue Antigens, 1997, 49, 297-321). Un tres grand polymorphisme est observe pour 
ces genes, et un jeu bien particulier de versions (ou alleles) de chacun de ces genes est 
observe pour chaque individu. II est important de noter que tout individu possede deux 
alleles de chaque gene, herites Tun de la mere, I'autre du pere. 

Au sein de cet ensemble de genes du CMH plus couramment nommes "genes 
HLA", certains sont desormais bien connus, tant leur sequence nucleique que les 
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fonctions des proteines correspondantes. II s'agit essentiellement des genes HLA dits de 
classe I (HLA-A. HLA-B, HLA-Cw) et des genes HLA dits de classe II (HLA-DR. 
HLA-DQ et HLA-DP). Ces genes participent a la regulation de la reponse imrnunitaire 
au niveau de la surveillance de 1'integrite du soi, avec differentes consequences dans le 
domaine medical. Une premiere application concerne le domaine des greftes d'organes 
ou de moelle osseuse, et de nombreux travaux ont demontre Pimportance d'un 
appariement optimal entre le donneur d'organe(s) et le receveur, pour les genes HLA 
impliques done dans 1'histocompatibilite. Une seconde application concerne 1'etude de 
la susceptibilite de chaque individu a developper certaines pathologies induites par des 
agents infectieux (virus, bacteries, parasites) ou par d'autres mecanismes encore mal 
connus (cas des maladies auto-immunes par exemple). Les genes HLA participent alors 
au developpement de la tres grande diversite de la reponse imrnunitaire, observee au 
niveau de chaque individu, pour un groupe ethnique donne. Enfin, la determination des 
alleles des genes HLA permet une caracterisation ou identification precise de tout 
individu, constituant un troisieme domaine d'application du typage HLA. 

Une des difficultes principales du typage HLA reside dans l'homologie 
structurelle observee pour ces genes, ceux-ci ayant evolue a partir d'ancetres communs. 
II en resulte que les genes d'interet sont a analyser au sein d'un ensemble de genes 
fonctionnels proches. ou de genes non fonctionnels (pseudogenes). II est done essentiel 
de maitriser le mieux possible le ciblage de l'analyse des sequences nucleiques, en 
optimisant les techniques d'amplification des regions a sequencer. 

Par exemple, le typage HLA-A repose sur Tanalyse selective des deux alleles du 
gene HLA-A observes chez un individu, en evitant l'analyse des genes structurellement 
proches HLA-B et HLA-Cw. II est done essentiel de pouvoir amplifier specifiquement 
les regions apparentees observees pour le gene HLA-A, en utilisant des amorces 
nucleotidiques capables de s'hybrider uniquement avec les regions ciblees sur ce gene. 

Un autre exemple concerne le typage HLA-DR, ou Tanalyse du polymorphisme 
ne concerne que les genes HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4 et HLA-DRB5 qui 
correspondent aux genes codant pour les chaines polypeptidiques constituant les 
proteines fonctionnelles exprimees a la surface des cellules, en evitant la co- 



1 1 

amplification et 1'analyse des pseudogenes HLA-DRB2. HLA-DRB6, HLA-DRB7. 
HLA-DRB8 et HLA-DRB9. L'exemple du typage HLA-DR illustre la grande 
complexite du melange de sequences nucleiques a identifier rencontrees pour un 
echantillon donne, et la presence de deux alleles pour chacun des genes accroit encore 
la difficulty rendant parfois 1* interpretation des resultats bien delicate (ambiguites de 
typage). 

En prenant pour exemple le typage HLA-DR, il peut s'averer que la 
simplification de 1'analyse puisse etre tres benefique, en restreignant celle-ci 
uniquement a 1'analyse du gene HLA-DRBl (avec ses deux alleles pour chaque 
individu), si les techniques d'analyse moleculaire employees font appel a la 
determination d'intensite de signaux (intensite de fluorescence pour des molecules de 
tallies croissantes pour le sequen9age) ou a Interpretation de profils de reactivite 
d'hybridation d'oligosondes, par exemple. Cet objectif peut etre atteint en selectionnant 
des amorces nucleotidiques d'amplification specifiques HLA-DRBl, mais cette 
approche n'est pas toujours possible du fait des sequences nucleiques observees pour les 
differents alleles du gene HLA-DRB 1 et des sequences des autres genes HLA-DRB qui 
partagent une grande homologie. Une alternative consiste en la presente invention, et 
repose sur l'utilisation d'un melange d'amorces specifiques des genes HLA-DRB mais 
non specifiques du gene HLA-DRBL et d'amorces bloquantes specifiques des genes 
HLA-DRB3, HLA-DRB4 et HLA-DRB5. II en resulte done une amplification selective 
des genes HLA-DRB 1 , permettant la determination plus facile des deux alleles HLA- 
DRB 1 observes pour un individu donne. 

Les amorces nucleotidiques sont synthetisees selon les methodes traditionnelles 
comme celles utilisant la synthese en phase solide par exemple, et sauf indications 
contraires, component un residu -OH en 3* sur le sucre (3'-OH) permettant leur 
elongation lors de 1'etape d'amplification. II s'agit essentiellement d'oligonucleotides de 
longueur comprise entre 10 et 30 mers, selon les applications, ceci dependant des 
sequences nucleiques considerees. 
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Les amorces nucleotidiques bloquantes sont preparees selon les methodes citees 
ci-dessus et contiennent un groupement fonctionnel. qui inhibe 1'elongation, situe a 
l'extremite 3' de I'oligoncucleotide. L'objet de cette fonction bloquante est d'empecher 
1'addition par la DNA polymerase, de la base suivante selon rinformation lue sur la 
sequence complementaire. A litre d'exemple, ce groupement fonctionnel bloquant en 3* 
peut etre un groupement phosphate-alky lamine (C 6 -NH : ), phosphate ou dabcyl, voir a 
ce sujet la figure 7. Ces groupements protegent la fonction hydroxyle (3'-OH) et 
bloquent ainsi sa reactivate lors de la polymerisation polynucleotidique catalysee par la 
DNA polymerase. Le blocage de la polymerisation enzymatique peut etre aussi obtenu 
par deshydroxylation de la position 3\ En effet, des amorces contenant des extrernites 
3'-H, 2'-OH peuvent etre obtenues en utilisant des reactifs appropries et la technique 
d'assemblage oligonucleotidique sur support solide. 

Si 1'utilisation d'une amorce bloquante non chevauchante avec l'amorce non 
bloquante doit etre envisagee, il peut etre avantageux de proteger egalement l'extremite 
5 f de l'amorce bloquante, afin que celle-ci ne soit ni degradee par Tactivite exonuclease 
de la polymerase, ni deplacee lors de 1'elongation de l'amorce non bloquante situee plus 
en amont (plus en 5*) de la region a amplifier. Pour cela, differentes modifications 
peuvent permettre de maintenir l'integrite de l'amorce bloquante hybridee sur la 
sequence nucleique a inactiver. Plusieurs possibilites peuvent etre citees a titre 
d'exemples : le noyau acridine, le dimethoxytrityle (DMT), le groupement 
thiophosphate, une sequence additionnelle "tige-boucle". De telles modifications sont 
bien representees a la figure 8. 

Le noyau acridine est un intercalant puissant, il confere ainsi au duplex amorce - 
sequence cible une tres grande stabiiite et evite le deplacement de Tamorce. Le 
dimethoxytrityle (DMT) utilise comme groupement protecteur de 1'extremite 5 1 - 
hydroxyle, le groupement thiophosphate utilise dans la strategic antisens, et une 
sequence additionnelle capable de former une structure secondaire "tige-boucle" 
protegent l'amorce d'une eventuelle degradation par une activite exonucleasique. 
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Modification en 3' 


-C-NH, 




-phosphate 




-H 




-dabcyl 


Modification en 5' 


-acridine 




-DMT 




-thiophosphate 




-structure « tige-boucle » 



Tableau 1 : modifications des extremites 3" (et) 5 ? des amorces 
bloquantes 

5 Le principe d'utilisation de melanges d'amorces non bloquantes et d'amorces 

bloquantes, peut etre utilise pour l'extremite 3* (en aval), ou pour l'extremite 3* et pour 
l'extremite 5' (en amont de la region a analyser), selon les caracteristiques des 
sequences nucleiques ou selon la complexite des genes de la region a analyser. 

10 Cette approche d'amplification utilisant des amorces bloquantes peut aussi etre 

appliquee pour des strategies d'amplification simple correspondant a un melange 
d'amorces capables de s'hybrider sur une meme sequence nucleique a analyser, ou en 
multiplex correspondant a plusieurs melanges d'amorces capables de s'hybrider lors 
d'une meme reaction d^plification sur differentes sequences nucleiques a analyser 

15 (differents loci, differents genes ou differentes regions de gene). 

Exemple de svnthese d'amorces oligonucleotidiques bloquees e n 3' et en 5* 

Les amorces oligonucleotidiques bloquees ont ete synthetisees sur un appareil 
20 Expidite (Perseptive Biosystems) selon la methode au phosphoramidite par voie 
automatique conformement au protocole propose par le constructeur. Les reactifs 
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phosphoramidites necessaires a Tintroduction des modifications en 3* et en 5" ont ete 
obtenus de chez Glenn Research. 

La purification des oligonucleotides est realisee par HPLC en phase inverse 
(colonne semi-preparative Beckman ODS 10 mm x 25 cm; CI 8; 5 (am de porosite; 
eluant: gradient de 30 min de 10 a 30% d'acetonitrile en melange avec une solution 
aqueuse d'acetate de triethylammonium 0,1 M a pH 7). Les fractions contenant 
foligonucleotide sont collectees et sechees. Les differents oligonucleotides sont ensuite 
repris dans de Teau pure et quantifies par rnesure de Tabsoprption UV. 

Pour illustrer le principe de la presente invention, deux exemples duplication 
dans le domaine HLA sont decrits ci-apres. 

Exemole 1 : blocage specifique de l'amplification du gene H LA-DRB3 

Plusieurs genes HLA-DRB peuvent coder pour une chaine polypeptidique HLA- 
DRP : HLA-DRB 1, HLA-DRB3, HLA-DRB4 et HLA-DRB5. L'organisation de cet 
ensemble de genes fonctionnels transmis de fa<?on hereditaire, varie selon les individus, 
qui presentent done differents haplotypes conserves. Si la presence d'un gene HLA- 
DRB 1 est toujours observee, la presence de un ou deux autres genes (HLA-DRB3, 
HLA-DRB4, HLA-DRB5) est facultative, selon I'allele HLA-DRB 1 porte par le meme 
chromosome. Par ailleurs, du fait de la presence des deux haplotypes (un herite de la 
mere, l'autre du pere), la complexite du melange des sequences HLA-DRB a analyser 
est tres variable. L'analyse de l'information principale associee aux alleles HLA-DRB 1, 
peut done etre delicate a interpreter selon la presence ou non des autres genes HLA- 
DRB, comme par exemple le HLA-DRB3. II peut done etre avantageux de pouvoir 
amplifier tous les alleles possibles HLA-DRB 1 (184 inscrits a la nomenclature de 1997, 
Nomenclature for factors of the HLA system, 1996, Tissue Antigens, 49, 3-II, March 
1997) sans amplifier les alleles HLA-DRB3 eventuellement presents (I ou 2 alleles 
possibles parmi les 1 1 alleles inscrits a la nomenclature de 1997). 
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Afin cfillustrer IMnhibition specifique de ["amplification du gene DRB3, deux 
exemples sont decrits ci-apres. le premier en utilisant un oligonucleotide comportant 
une extremite 3" modifiee par incorporation d'un bras amine (oligonucleotide 5858, 
SEQ ID 3) et le second en utilisant un oligonucleotide comportant une extremite 3" 
5 modifiee comportant un -H et une extremite 5' modifiee comportant une acridine 
(oligonucleotide 5967. SEQ ID 4). 

Les ADN ont ete extraits selon les techniques classiques de lyse cellulaire, de 
digestion par la proteinase K, puis purifies par precipitation ethanolique apres 
extraction phenolique. Les solutions d'ADN (concentration ajustee a 100 ng/|il en H,0) 
10 sont conservees a 2-8°C. 



Les conditions generates d'amplification utilisees ont ete les suivantes : 





- Tampon X10 


10 nl 




- amorce 5' generique (5867, SEQ ID NO 1 ) (lOuM) (0.1 nM final) : 


1 ^ 


15 


- amorce 5' bloquante (10^) (0 a 1.2faM final) 


0 a 12 jil 




- amorce 3' generique (P2, SEQ ID NO 2) (lOuM) (0,1 final) 


1 pi 




- dNTP (20mM) (0.2mM final) 


1 Ml 




- Taq polymerase (5UI/nl) (1,5U) 


0.3 nl 




- ADN ( 1 00ng/nl) ( 1 OOng) 


1 nl 


20 


- H 2 0 (QSP) 


100 nl 



Les caracteristiques du programme d'amplification utilise avec un appareil 
Perkin Elmer GeneAmp 9600, ont ete les suivantes : 
2mina95°C(l cycle) 

30 sec a 95°C + 30 sec a 55°C + 30 sec a 72°C (32 cycles) 
7mina72°C(l cycle) 

Les produits d'amplification obtenus ont ete controles en analysant une partie 
aliquote (5^il) par electrophorese en gel d'agarose puis coloration au bromure 
d'ethidiutn. Apres ce controle, les amplicons prepares ont ete analyses avec le coffret 
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bioMerieux de typage HLA-DR oligodetection (ref. 74 500). Ce test permet de 
determiner le typage HLA-DR par technique d'hybridation reverse en microplaques. par 
detection et analyse des alleles HLA-DRB1. HLA-DRB3, HLA-DRB4 et HLA-DRB5 
(PCT/FR92/00702). 
5 Blocage DRB3 avec oligo S'-phosphate / 3'-C 6 -NH 2 : 

ADN : lignee OMW (ECCAC 9058). DRB 1*1301, DRB3*01 

Amorce HLA-DRB generique 5 ? (oligonucleotide 5867. SEQ ID NO 1) : 0.1 uM final 
Amorce HLA-DRB generique 3" (oligonucleotide P2, SEQ ID NO 2) : 0.1 uM final 
Amorce HLA-DRB3 bloquante 5" (oligonucleotide 5858, SEQ ID NO 3) : 0, 0.3, 0.6, 
10 0.9, 1.2 uM final 

Hybridation en microplaaue : 



Les valeurs des signaux d'hybridation (densite optique lue a 492 nm xlOOO) 
15 observers pour chacune des sondes specifiques, sont reportees dans le tableau 2 ci- 
dessous. 



Cone, finale d'amorce bloquante 5858 (u.M) 


Sonde 13 


Sonde 3+6 


Sonde 52a 


0 


>2500 


723 


928 


0.3 


2109 


578 


101 


0.6 


1901 


563 


29 


0.9 


1759 


374 


31 


1.2 


1719 


503 


12 



Ratio 0.6 / 0 



0.76 



0.78 



0.03 



Tableau 2 : sienaux d'hybridation de ramorce b loquante 5858 a differentes 
20 sequences cibles en fonction de sa conc entration 
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Le calcul du ratio de la valeur lue pour 0.6 |iM par rapport a la valeur lue sans 
blocage, permet d'apprecier Tinhibition de i'amplification du gene DRB3. 

Les sondes 13 et 3+6 sont specifiques du gene DRBL et la sonde 52a est 
specifique du gene DRB3. L'addition d'oligonucleotide 5858 lors de 1' amplification, 
inhibe ramplification du gene DRB3, sans affecter r amplification du gene DRBl. 
Cette inhibition est dose dependante, et 1' inhibition totale est observee pour une 
concentration d'oligonucleotide DRB3 bloquant de 0.6 jiM et plus. 

Seq uencage : 

Les produits d ? amplification obtenus avec ou sans blocage du gene DRB3, ont 
ete sequences en utilisant Je kit ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction (perkin-Elmer ref 4303152). Les electrophoregrammes de la reaction 
Reverse sont reportes ci-apres, pour Pessai sans blocage et pour Fessai avec blocage 
par 0.9 |iM d'oligonucleotide 5858. 

Le montage des electrophoregrammes concemant la region codant pour les 
acides amines 56 a 65 (Nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB, illustre 
r inhibition de T amplification du gene HLA-DRB3 (Figures 9 et 10). 

5' > 3 f 

56 60 65 

CCT GAT GCC GAG TAC TGG AAC AGC CAG AAG GAC 

CCT GTC GCC GAG TCC TGG AAC AGC CAG AAG GAC 

CCT GWY GCC GAG TMC TGG AAC AGC CAG AAG GAC 

GGA CWR CGG CTC AKG ACC TTG TCG GTC TTC CTG 



Sequence attendue pour 

DRB1M301 
DRB3*01 

DRBl*130l+DRB3*01 (forward) 
DRB1*1301+DRB3*01 (reverse) 



Sequence lue pour 
essai sans blocage 
essai avec blocage (0.9 uM) 



GGA CWR CGG CTC AKG ACC TTG TCG GTC TTC CTG 
GGA CTA CGG CTC ATG ACC TTG TCG GTC TTC CTG 
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Ainsu ['addition d'amorce bloquante specifique DRB3 (oligonucleotide 5858. 
3 , -C 6 -NH,) inhibe P amplification du gene DRB3 comme le montre la disparition des 
bases apparentees en position 57 et 60, demontrant T absence de la sequence 
correspondant a l'allele DRB3*0 1 . 
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Blocage DRB3 avec oligonucleotide S'-acridine / 3'-H 

ADN : lignee OMW (ECCAC 9058), DRB1*1301, DRB3*01 

Amorce HLA-DRB generique 5 ? (oligonucleotide 5867, SEQ ID NO 1) : 0.1 nM final 
Amorce HLA-DRB generique 3 ? (oligonucleotide P2, SEQ ID NO 2) : 0.1 jaM final 
Amorce HLA-DRB3 bloquante 5' (oligonucleotide 5967, SEQ ID NO 4) : 0, 0.3, 0.6, 
0.9, 1.2 (iM final 
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Hybridation en microplaque : 

Les valeurs des signaux d'hybridation (densite optique lue a 492 nm xlOOO) 
observees pour chacune des sondes specifiques, sont reportees dans le tableau 3 ci- 
dessous. 



Cone, finale d'amorce bloquante 5967 (|iM) 


Sonde 13 


Sonde 3+6 


Sonde 52a 


0 


2356 


907 


893 


0.3 


1227 


251 


5 


0.6 


1395 


239 


0 


0.9 


799 


185 


4 


1.2 


965 


161 


0 



Ratio 0.6 / 0 



0.60 



0.30 



20 



Tableau 3 : signaux d'hvbridation de V amorce bloquante 5967 a differentes 
sequences cibles en fonction de sa concentration 
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Le calcul du ratio de la valeur lue pour 0.6 |aM / la valeur lue sans blocage, 
perrnet d'apprecier finhibition de P amplification du gene DRB3. 

5 La encore, ('addition d'oligonucleotide 5967 lors de ramplification, inhibe 

r amplification du gene DRB3. sans affecter Tamplification du gene DRB1. Cette 
inhibition est dose dependante, et F inhibition totale est observee pour une concentration 
d'oligonucleotide DRB3 bloquant de 0.3 |iM et plus. 

10 Exemple 2 : blocaae specifique de l'amplification du gene HLA-DRJB4 

La situation est comparable a celle decrite dans fexemple 1. Afin de simplifier 
T interpretation du typage HLA-DRB1, il peut etre avantageux de limiter Pamplification 
HLA-DRB avec les amorces HLA-DRB generiques, au gene DRJB1, sans co- 
15 amplification du gene DRB4. La presente invention decrit V utilisation d' amorces 
specifiques DRB4 bloquantes. 

Les protocoles experimentaux sont identiques a ceux decrits dans l'exemple 1. 
ADN : lignee T7526 (ECCAC 9076), DRB1* 0901, DRB4*01 
20 Amorce HLA-DRB generique 5' (oligonucleotide 5867, SEQ ID NO 1) : 0.1 nM final 
Amorce HLA-DRB generique 3' (oligonucleotide P2, SEQ ID NO 2) : 0.1 fiM final 
Amorce HLA-DRB4 bloquante 5' (oligonucleotide 5965, SEQ ID NO 5) : 0, 0.3, 0.6, 
0.9, 1.2 ^iM final 

25 Hybridation en microplaaue : 

Les valeurs des signaux d'hybridation (densite optique lue a 492 nm xlOOO) 
observees pour chacune des sondes specifiques, sont reportees dans le tableau 4 ci- 
dessous. 
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Cone, finale d'amorce bloquante 5965 (^M) 


Sonde 9 


Sonde 53 


0 


1769 


1320 


0.3 


1935 


1 10 


0.6 


1754 


41 


0.9 


1750 


29 


1.2 


1516 


14 




Ratio 0.6 / 0 


0.99 


0.03 



Tableau 4 : signaux d* hybridation de ramorce bloquante 5965 a differentes 
sequences cibles en fonction de sa concentration 

Le calcul du ratio de la valeur lue pour 0.6 \iM / la valeur lue sans blocage, 
permet d'apprecier F inhibition de F amplification du gene DRB4. 

La sonde 9 est specifique du gene DRB1, et la sonde 53 est specifique du gene 
DRB4. L'addition d'oligonucleotide 5965 lors de 1' amplification, inhibe F amplification 
du gene DRB4, sans affecter Famplification du gene DRBL Cette inhibition est dose 
dependante, et F inhibition totale est observee pour une concentration d'oligonucleotide 
DRB4 bloquant de 0.6 |iM et plus. 

Sequencage : 

Les produits d'amplification obtenus avec ou sans blocage du gene DRB4, ont 
ete sequences en utilisant le kit ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction (perkin-Elmer ref. 4303152). Les electrophoregrammes de la reaction 
Reverse sont reportes ci-apres, pour Fessai sans blocage et pour Fessai avec blocage 
par 0.9 |iM d'oligonucleotide 5965. 
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Le montage des electrophoregrammes concernant la region codant pour les 
acides amines 29 a 47 (Nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB, illustre 
Tinhibition de ramplification du gene HLA-DRB4 (Figures 1 1 et 12). 



Sequence attendue pour 

DRB 1*090 1 
DRB4*01 

DRBl*090l+DRB4*0l (forward) 
DRBl*090l+DRB4*01 (reverse) 



30 

AGA GGC ATC TAT AAC CAA 

AGA TAC ATC TAT AAC CAA 

AGA KRC ATC TAT AAC CAA 

TCT M¥G TAG ATA TTG GTT 



5' > y 

35 40 
GAG GAG AAC GTG CGC TTC GAC 
GAG GAG TAC GCG CGC TAC AAC 
GAG GAG WAC GYG CGC TWC RAC 
CTC CTC WTG CRC GCG AWG YTG 



45 

AGC GAC GTG GGG GAG TAC 
AGT GAC CTG GGG GAG TAC 
AGY GAC STG GGG GAG TAC 
TCR CTG SAC CCC CTC ATG 



Sequence iue pour 

essai sans blocagc TCT MYG TAG ATA TTG GTT CTC CTC WTG CRC GCG AWG YTG TCR CTG SAC CCC CTC ATG 

essai avec blbcage (0.9 uM) TCT CCG TAG ATA TTG GTT CTC CTC TTG CAC GCG AAG CTG TCG CTG CAC CCC CTC ATG 

5 

Ainsu Faddition d'amorce bloquante specifique DRB4 (oligonucleotide 5965, 
3 , -C 6 -NH 2 ) inhibe 1' amplification du gene DRB4 comme le montre la disparition des 
bases apparentees en positions 30, 37, 38, 40, 41, 42 et 44, demontrant Fabsence de la 
sequence correspondant a 1* allele DRB4*01. 

10 La presente invention peut etre appliquee au typage HLA-DRB 1 de haute 

resolution, le blocage specifique de V amplification specifique des genes HLA-DRB3, - 
DRB4, -DRB5 et des pseudogenes HLA-DRJB2, -DRB6, -DRB7, -DRB 8 et -DRB9 par 
l'utilisation d' amorces bloquantes reduisant Panalyse a un melange de une (cas d'un 
echantillon homozygote) ou de deux sequences nucleotidiques (cas d'un echantillon 

15 heterozygote). Une telle strategic utilise des amorces bloquantes HLA-DRB3 
specifiques (oligonucleotides 5816 (SEQ ID NO 6), 5868 (SEQ ID NO 7), 5885 (SEQ 
ID NO 8) a titre d'exemples), des amorces HLA-DRB4 specifiques (oligonucleotides 
5883 (SEQ ID NO 9), 5916 (SEQ ID NO 10), 5917 (SEQ ID NO 11) a titre 
d'exemples) et des amorces HLA-DRB 5 specifiques (oligonucleotides 5021 (SEQ ID 

20 NO 12), 5870 (SEQ ID NO 13), 5871 (SEQ ID NO 14), 5881 (SEQ ID NO 15), 5902 
(SEQ ID NO 16), 5903 (SEQ ID NO 17), 5913 (SEQ ID NO 18), 5914 (SEQ ID NO 
19) k titre d'exemples), modifies en leurs extr&nites 3' et 5' comme dterit plus haut. 

Un blocage complet des genes HLA-DRB3, -DRB4 et -DRB5 peut etre r6alis6 
en utilisant un melange d* amorces bloquantes. 



Dans le tableau 5 qui suit, i represente 1'inosine. 



Reference 
bioMerieux 


SEQ ID 
NO 


Sequence nucleotidique (5" > 3") 


ModiP 

en :> 


ModiP 

~* * 
en .> 


5867 


1 


ATC CTT CGT GTC CCC ACA GCA CG 






P2 


2 


TCG CCG CTG CAC TGT GAA G 






5858 


*> 

j 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 




C 6 -NH, 


5967 


4 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 


-acridine 


-H 


5965 


5 


CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG Cai GC 




y-» V TT T 

-Q-NH 2 


5816 


6 


CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 






5868 


7 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 






5885 


8 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GiT 






5883 


9 


CAT TTC CTC AAT GGG ACG GAG iiA 






5916 


10 


CCC CCA GCA CGT TTC TTG GAG Cai GC 






5917 


11 


CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG Cai GC 






5021 


12 


CA CGT TTC TTG CAG CAG GA 






5870 


13 


CA GCA CGT TTC TTG CAG CAG GA 






5871 


14 


CA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5881 


15 


CA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5902 


16 


CCC CCA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5903 


17 


CCC ACA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5913 


18 


CCC ACA GCA iGT TTC TTG CAG CAG iA 






5914 


19 


CCC CCA GCA iGT TTC TTG CAG CAG iA 

















Tableau 5 : sequence nucleotidique des oligonucleotides utilises comme 
amorces pour T amplification 



L'inosine, base non naturelle, est utilisee afin de fragiliser Fhybride acide 
nucleique - amorce de blocage. En effet, Tinosine est relie a son nucleotide 
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complementaire par deux liaisons hydrogenes et done lorsqu'on la substitue a une 
pyrimidine. la liaison entre les deux brins, a son niveau, est plus faible. Un gene 
pouvant varier d'autres genes apparentes par une seule base, il est interessant de 
substituer sur r amorce de blocage, complementaire du gene, les bases autour de cene 
5 position cruciale par des inosines. Le duplex acide nucleique - amorce de blocage 
devenant ainsi fragilise, ii ne peut y avoir hybridation que si Tamorce est parfaitement 
complementaire de la sequence genique cible. On renforce ainsi la specificite de 
T amorce de blocage. 

La presente invention concerne done un procede d'amplification selective de 
10 genes presents dans un melange de genes apparentes, par utilisation d'amorces 
oligonucleotidiques bloquantes correspondant a des oligonucleotides comportant une 
extremite 3 ? modifiee ne permettant pas leur elongation lors des etapes d'amplification 
enzymatique des genes cibles. 

[/invention concerne egalement 1'utilisation d'amorces bloquantes au sens 
15 decrit dans la revendication 1, comportant une extremite 5* modifiee ne permettant pas 
leur deplacement ou leur degradation, lors des etapes d'amplification enzymatique des 
genes cibles par une amorce specifique d'une region situee plus en 5' sur le meme gene. 

Dans le cas d'une utilisation d'amorces bloquantes au sens decrit ci-dessus la 
modification a P extremite 5'est facultative. Ainsi, deux possibilites differentes existent. 
20 Selon un premier mode d'utilisation, le groupement -OH en 3' est remplace par 

un groupement naturellement non trouve dans la nature, comme un groupement -H, - 
phosphate, -dabcyl, ou une chaine carbonee terminee par un groupement -NH 2 , a titre 
d'exemples. 

Selon un second mode d'utilisation, le groupement -phosphate en 5' est 
25 remplace par un groupement naturellement non trouve dans la nature, comme un 
groupement -DMT, acridine, -thiophosphate, ou une structure « tige-boucle », a titre 
d'exemples. 

Les amorces bloquantes, telles que decrites ci-dessus, peuvent aussi comporter 
des modifications de Toligonucleotide en position non terminale et sont utilisees afin de 
30 favoriser leur hybridation sur leurs sequences cibles. 



Les amorces bloquantes. telles que decrites ci-dessus. sont capables de 
s"hybrider sur le brin codant ou sur le brin complementaire (utilisation d'amorces 
bloquantes 5' ou d'amorces bloquantes 3"). 

II est egalement possible d'utiliser une amorce bloquante ou un melange 
d'amorces bloquantes. 

L'utilisation d'amorces bloquantes est particulierement interessante pour les 
methodes d'amplification des sequences cibles, corame par exemple la PCR, la TMA 
ou tout autre technique. 

[/invention conceme enfin ('utilisation d'une ou de plusieurs amorces 
bloquantes pour Tinhibition de ramplification des genes HLA-DRB3, -DRB4 et - 
DRB5. choisies parmi celles qui sont definies par les sequences suivantes, et leurs 
complementaires : 

- CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 

- CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 

- CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 

- CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 

- CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 

- CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GiT 

- CAT TTC CTC AAT GGG ACG GAG iiA 

- CCC CCA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 

- CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 

- CA CGT TTC TTG CAG C AG GA 

- CA GCA CGT TTC TTG CAG CAG GA 

- CA iGT TTC TTG CAG CAG GA 

- CA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 

- CCC CCA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 

- CCC ACA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 

- CCC ACA GCA iGT TTC TTG CAG CAG iA 

- CCC CCA GCA iGT TTC TTG CAG CAG iA 
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REVINDICATIONS 

1. Procede d^amplification d'au moins une sequence nucleotidique particuliere 
d'un acide nucleique de synthese ou naturel contenu dans un melange reactionnel, le 

5 melange reactionnel etant constitue d'au moins un acide nucleique comportant au 
moins deux sequences nucleotidiques apparentees et/ou d'au moins deux acides 
nucleiques comportant chacun au moins une sequence nucleotidique apparentee ; le 
procede utilisant au moins un type d'amorces d'amplification capables de s'hybrider 
avec r acide nucleique pour permettre ramplification des sequences nucleotidiques 
10 apparentees, caracterise en ce qu' il consiste a ajouter, dans le melange reactionnel, au 
moins une sequence, faisant office d ! amorce de blocage, qui est capable : 

- de s'hybrider a au moins une sequence nucleotidique, qui n'est pas la ou les 
sequences nucleotidiques particulieres a amplifier, et 

- d'empecher a son niveau Telongation de famorce d' amplification. 

15 

2. Procede, selon la revendication 1 , caracterise en ce que la ou les amorces de 
blocage sont capables de s'hybrider a la ou a toutes les sequences nucleotidiques, qui ne 
sont pas la ou les sequences nucleotidiques particulieres a amplifier. 

20 3. Amorce de blocage utilisee dans un procede d'amplification, selon Tune 

quelconque des revendications 1 ou 2, caracterisee par le fait que chaque amorce de 
blocage est un oligonucleotide a base de desoxyribonucleotides et/ou de ribonucleotides 
et/ou de nucleotides modifies, tels que des PNA ou des nucleotides thiophosphates. 

25 4. Amorce, selon la revendication 3, caracterisee par le fait que chaque amorce 

de blocage comporte au moins un element qui empeche 1' amplification. 
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5. Amorce, selon la revendication 4, caracterisee par le fait que 1'element, qui 
empeche I'amplification, est situe a Fextremite 3' de Tamorce de blocage et ne permet 
pas son elongation. 
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6. Amorce, selon la revendication 5, caracterisee par le fait que ["element, qui 
empeche F amplification, est situe a Textremite 5' de f amorce de blocage et fait office 
d'element protecteur. 

5 7. Amorce, selon Tune des revindications 4 a 6, caracterisee par le fait que 

chaque element, qui empeche P amplification, est constitue par un nucleotide ou 
nucleotide modifie ou par un oligonucleotide comportant ou non au moins un 
nucleotide modifie : le nucleotide, le nucleotide modifie ou Toligonucleotide ne 
s'hybride pas sur Tacide nucleique. 

10 

8. Amorce, selon Tune quelconque des revendications 4 a 6, caracterisee par le 
fait que chaque element, qui empeche Pamplification, est constitue par une molecule, 
differente d'un nucleotide ou d'un nucleotide modifie. 

15 9. Amorce, selon Tune quelconque des revendications 4 a 7, caracterisee par le 

fait que Felement est constitue par au moins cinq, notamment au moins dix et 
preferentiellement au moins quinze nucleotides, nucleotides modifies ou un melange de 
nucleotide(s) et de nucleotide(s) modifie(s). 

20 10. Amorce, selon Tune quelconque des revendications 4 a 7 ou 9, caracterisee 

par le fait que ['element est suffisamment long pour permettre la formation d'une 
boucle et d'une hybridation entre les nucleotides et/ou les nucleotides modifies, qui 
constituent cette boucle. 

25 11. Amorce, selon Tune quelconque des revendications 4 a 7 ou 9, caracterisee 

par le fait que Telement est constitue d'une "queue" de polynucleotides et/ou de 
polynucleotides modifies, qui comporte tous les memes bases. 



12. Amorce dans laquelle Telernent ne permet pas I'elongation. selon Tune 
quelconque des revendications 4. 5 ou 7 a 11, caracterisee par le fait que 
relement substitue a I'atome d'hydrogene du groupement hydroxyle ou du groupement 
hydroxyle, place en position 3 ? du ribose, lui-meme situe a Textrernite 3 ? de Tacide 
nucleique. 

13. Amorce dans laquelle Felement est protecteur, selon Tune quelconque des 
revendications 4, 6 a 12, caracterisee par le fait que Telement est : 

- substitue au phosphate, place en position 5 1 du ribose, lui-meme situe a Textremite 5' 
de Tacide nucleique, ou 

- greffe sur le phosphate, place en position 5' du ribose, lui-meme situe a Textremite 5* 
de facide nucleique. 
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